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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder efngerefchten U titer I agon entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 
(g) Kopplung von Proteinen an eln modifiziertes Polysaccharid 
© Die vorliegende Erfindung betrifft die Kopplung von 
Proteinen an ein von Starke abgeleitetes modifiziertes Po- 
lysacchBrid, wobei die bindende Wechselwirkung zwi- 
schen dem modifizierten Polysaccharid und dem Protein 
auf einer kovalenten Bindung beruht, welche das Ergeb- 
nis einer Kopplungsreaktion zwischen der endstandigen 
Aldehydgruppe oder einer aus dieser AJdehydgruppe 
durch chemische Umsetzung hervorgegangenen funktio- 
nellen Gruppe des modifizierten PolysaccharidmolekOls 
und einer mit dieser Aldehydgruppe oder daraus hervor- 
gegangenen funktionellen Gruppe des Polysaccharidmo- 
lekOls reaktlonsfahlgen funktionellen Gruppe des Pro- 
teins ist, wobei die bei der Kopplungsreaktion unmittelbar 
resultierende Bindung gegebenenfalls durch eineweitere 
Reaktion zur obengenannten kovalenten Bindung modifi- 
ziert sein kann. Die Erfindung betrifft femer pharmazeutf- 
sche Zusammensetzungen, welche die bei der Kopplung 
gebildeten Konjugate umfassen, und die Verwendung 
dieser Konjugate und Zusammensetzungen zur prophy- 
laktischen oder therapeutischen Behandlung des 
menschlichen oder tier Ischen Korpers. 
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Beschreibun S dieser Dextran-Kopplungsprodukte fur die therapeutische 

rmmt}1 . „ _ ... , ^ Anwendung an Mensch oder Tier zugelassen wurde. 

[©001] Die schnelle Entwicklung der Gentechnik in den [0009] Derivatisicrungen mit PEG warden wescntlich 

letzten Jahrzehnten hat dazu gefuhrt, dass cine Vielzahl von haufiger durchgefuhrt, so dass diese Methode heute als Stan- 

Genen fiir Proteine mit potentiellem mexapeutischem Nut- 5 dard fur die Molekulargewichtsvergrofierung von Proteinen 

zen ideutifiziert warden und die entsprechenden Genpro- angeseben werden kana Einige dieser Derivale befinden 

dukte mat Hilfe biologischer Expressionssysteme unsebwer sicb in verschiedenen Phasen der klinischen \fersuche bzw 

rein oder annahernd rein in groBeren Mengen hergestellt sind bereits in den USA zugelassen. In Phase ffl befindet 

k **""^ u . . . t . . A sich PEG-Hamoglobin sowie ein PEG-Addukt der Super- 
[0002] Es stellte sich jedoch heraus, dass der praktische 10 oxiddismutase (SOD), das hmsichtiich PolymerkopplunVen 

Einsatz solcher Proteine, z. B. in der Diagnostic der Thera- als das am besten untersuchte Protein gilt PEG-gekoppelte 

pie und bei Biotrasformationen, haufig auf Schwierigkei- Asparaginase wird bereits in der TTierapie der akuten lym- 

ten stoBt, da deren Stabilities- und Lttslichkeitseigenschaf- phozytischen LeukSmie eingesetzt In 2001 wurde PEG-In- 

ten, insbesondero bei pbysiologischen pH-Werten, oft unbe- terferon-a zur Behandlung von Hepatitis-C-Patienten zu K e- 
rriedigend sind. Zwei Beispiele fUr solche Proteine sind der 15 lassen. 

Tun^rnekrosef aktor TNF-a oder Interleukin-2. [0010] Beim Emsatz dieser PEG-Konjugate wurde jedoch 

[0003] Loshchkeitsprobleme tieten zudem sehr haufig bei auch fiber unangenehme bis gefihrliche Nebenwirkungen 

der Expression von Glycoproteins in prokaryotischen Sy- wie Juckreiz, OberempfindUchkeitsieaktionen und Pankrea- 

stemen wie E. coli auf, da diese dann ohne die naturliche titis berichteL Ferner ist die biologische Aktivitat der Pro- 
Glycosyherung expnmiert werden, was zura Teil eine er- 20 teine nach der PEG-Kopplung oft sehr gering und der Meta- 

hebheh verminderte Loslichkeit zur Folge hat Dies kann bolismus der Abbauprodukte von PEG-Konjugaten ist noch 

den Einsatz von wesentlich teureren eukaryotischen Expres- weitgehend unbekannt und stellt moglicherweise ein Ge- 

sionsystemen erforderlich machen. sundheitsrisiko dar. 

[0004] Beim therapeutischen Einsatz im K8rper weiden [0011] WO 99/49897 beschreibt Konjugate von Hamo- 
viele Proteine sehr schnell aus dem Blutkreislauf entfernt 25 globin, welche durch Umsetzung der Aldehydgruppen von 

oder abgebaut Systenrisch applizierte Proteine nrit einem oxidativ ringgeoffneten Polysacchariden wie H^aWethyl- 

Molekulargewicht von mehr als etwa 70 kD konnen durch starke oder Dextran mit primaien Armngruppen des Proteins 

das reticuioendothehale System oder spezifische Wechsel- gebildet werden. Dabei wirken die eingesetzten Polysaccha- 

wirkungen nut zellularen Rezeptoren dem Kreisiauf entzo- ride jedoch als poly funktioneUe Reagenzien, die ein sehr be- 
gen werden. Kleinere Proteine mit einem Molekulanjewicht 30 terogenes Produktgemisch mit schwer einstellbaren Eigen- 

von weniger als etwa 70 kD kBnnen Oberdies in groBem schaften ergeben. 

Umfang durch die glomerulare Filtration in der Niere (Aus- [0012] US-Patent 6,083,909 beschreibt ein Verfahren zur 
sc^gie^ etwaJO kD ^entfernt werden Kopplung von selektiv oxidierter Hydroxyethylstarke an 
[0005] Em in jungerer Zeit verfolgter Ansatz zur Behe- Hamogtobin in DMSO. Unsere Untersuchungen zeigten je- 
bung der geschilderten Probleme besteht in der Kopplung as doch, daB das gewunschte Ptodukt unter den angegebenen 
solcher problematischen Proteine mit gut wasserlQsUchen Bedingungen nicht erhalten wild, da Hamoglobin in DMSO 
biokompaliblen Polymerop, wie z. B. Polyethylenglycol denaturieit und damit seine biologische Aktivitat verliert 
und Dextran, Durch die Kopplung laBt sich einerseits das [0013] Es besteht somit oach wie vor Bedarf an physiolo- 
Molekulargewicht fiber den Schwellenwert von 70 kD hin- gisch gut vertraglichen Alternativen zu Dextran- oderPEG- 
aus erhfihen, so dass die Plasma-Verweilzeit kleinerer Pro- 40 gekoppelten Proteinen, nrit denen die loslichkeit von Pro- 
teine > drashsch > gestogerl t werden kann, andererseits kann teinen veibessert oder die Verweildauer der Proteine im 
durch den hydropmlen PolymeranteU die Loslichkeit im Plasma erbdht werden kann 

T^^Z^TT^^ . I0014] AufgabederErfindungistesdaher, solche Alterna- 

[000^ Weitere, mcist gtlnsUge Wirkungen, die mit der tiven bereitzusteUen und einfache und effiziente Verfahren 

Kopplung van i Proteinen n^t solchen Polymeren verbunden 45 zur Herstellung solcher alternativer Proteinderivate zu ent- 

sein konnen, beruhen auf der Maskierung von Proteaseer- wickeln. 

kennungsstellen und antigenen Determinanlen auf dem Pro- [0015] " ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe durch Hy- 

teirmiolekul durch dasgebundene Polymer Dadurch kOnnen . droxyalkylsta^e-Protem-Konjugatc gelost, welche dadurch 

me merapeuUschen Proteine zum einen weitgehend dem gekennzeichnet sind, dass die bindende Wechselwirkung 

proteolytischem Abbau entzogen werden, zum anderon ist 50 zwischen dem Hydroxyalkylstarkemolekul und dem Protein 

die Ausl&ung allergener Reaktionen durch das korper- auf einer kovalenten Bindung beruht, welche das Ergebnis 

fremde therapeutische Protein weitgehend unterdrQckt. einer Kopplungsreaktion zwischen der endstandigen Alde- 

Uber die MolekulargewichtserhOhung hinaus werden Pro- hydgruppe oder einer aus dieser Aldehydgruppe durch che- 

teme so durch die Anwesenheit eines Polymer* vor enzyma- mische Umsetzung hervorgegangenen funktionellen Gruppe 

Uschem Abbau und zudem oft vor ihermischer Denaturie- 55 des Hydroxyalkyktarkemolekuls und einer mit dieser AlX- 

rung geschtltzt. In vielen Fallen erhOht sich dadurch die Sta- hydgruppe oder daraus hervorgegangenen funktionellen 

Diktat und in vivo-Halbwertszeit der Proteine deutlich bzw. Gruppe des Hydroxy alkylstarkemolekuls reaktionsfanigen 

^nog^t ™* Antigenita funktionellen Gruppe des Proteins ist, wobei die bei der 

[0007] Bisber warden die meisten Modifizierungen mit Kopplungsreaktion unnutolbar resultierende Bindung gege- 

Polyethylenglycol oder Dextran durchgefuhrt, wobei PEG «> benenfalls durch eine weitere Reaktion zur obengenannten 

^f VQrzugt Wird ' ^ ci °fachere Produkte ergibt kovalenten Bindung modifiziert sein kann. 

[0008G Dextran-Kopplungen wuiden nur fiir einige we- [0016] DieErfindung umfasst ferner pharmazeutischeZu- 

mge Proteine beschneben, wie z, B. Streptokinase, Plasmin, sammensetzungen, welche diese Konjugate enthalten, sowie 

Hamoglobin oder Aprotmin. Dextran-Konjugate zeigen je- die Verwendung dieser Konjugate und Zusammensetzungen 

o^h oft hone AUergenit^^ 65 2^ prophylaktischen oder therapeutischen Behandlung des 

bauprodukte des Dextrans, eine geringe metaboUsche Stabi- menschHchen oder tierischen Korpers sowie Verfehren zur 

htat und in vielen Fallen gennge Ausbeuten bei den Kopp- Herstellung dieser Konjugate und Zusammensetzungen 

lungsreaktionen. Dies hat dazu gefuhrt, dass bisher keines [0017] Oberraschend wurde gefiinden, dass sich die oben 
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beschriebenen Reaktionen bei geeigneter Wahl der Bedin- 
gungcn in wassriger LSsung durchfiihren lassen, wodurch 
die biologiscbc AktivitSt der Proteine in viclcn Fallen voll- 
standig oder teilweise eihalten weidcn kann. 
[©018] Das wassrige Reaktioiismedium fur die Kopp- 5 
liwgsieaktion ist dabei vorzugsweise Wasser oder eine Mi- 
schung aus Wasser und einem organischen LSsungsminel, 
wobei der Wasseranteil in der Mischung mindestens etwa 
70Gew.-%, vorzugsweise mindestens etwa 80Gew.-%, 
noch bevorzugter mindestens etwa 90 Gew.-% betragt ' 10 
[G019] DasMolverhaltoisvonHydroxyalkylstarke(HAS) 
zu Protein bei der Kopplungsreaktion betragt gew6hnlicb 
etwa 20 : 1 bis 1 : 1, vorzugsweise etwa 5 : 1 bis 1 : 1. 
[C020] Die biologische Restaktivitat der erfindungsgeina- 
Ben Hydioxyalkylstajice-Protein-Konjugate, bezogen auf is 
die Ausgangsaktivitftt des Proteins, betragt in der Kegel 
mindestens 40%, vorzugsweise mindestens 50%, bevorzug- 
ter mindestens 70%, noch bevorzugter mindestens 90%, am 
meisten bevorzugt mindestens 95%. 

[0021] Die erfindungsgemafi eingesetzte Hydroxyalkyl- 20 
stance (HAS) kann nach einem bekannten Vferfahren, z. B. 
Hydroxyalkyiierung von Starke an der Q- und/oder C^Po 
sition der Anhydroglucoseeinneiten mit Alkyleooxid oder 2- 
Chloralkanol, z.B. 2-Chlorethanol, (siehe z.B. 
US 5,218,108 fur die Hydroxyethylierung von Starke), nrit 25 
verschiedenen gewiinschten Molekulargewichtsbereichen 
und Substitutionsgraden hergestellt werden. Es kQnnen auch 
beliebige der im Handel crhaltlichen Praparationen einge- 
setzt werden. Die Definition der Alkylgruppierung in "Hy- 
droxy alkylstarke", wie trier verwendet, schlieBt Methyl, 30 
Ethyl, Isopropyl und n-Propyl ein, wobei Ethyl besonders 
bevorzugt ist. Ein wesenth'cher Voiteil der HES ist es, dass 
diese als biokompatibler Plasmaexpander bereits behordlicb 
zugelassen ist und in groBem Stil klinisch eingesetzt wild. 
[0022] Das mittlere Molekulargewicht der Hydroxyalkyl- 35 
starke kann im Bereich von etwa 3 kD bis mehreren Millio- 
nen Dalton, vorzugsweise etwa 4 kD bis etwa 1000 kD, be- 
vorzugter im Bereich von etwa 4 kD bis etwa 50 kD oder im 
Bereich von etwa 70 kD bis etwa 1000 kD, besonders be- 
vorzugt bei etwa 1 30 kD, liegen. Fur die Kopplung an kleine 40 
Proteine wind das mittlere Molekulargewicht der Hydroxy- 
alkylstarke vorzugsweise so gewahlt, daB der oben genannte 
Schwellenwert von 70 kD bei den Konjugaten Oberschritten 
wird, wahrend fur die Kopplung an grofie Proteine das Mo- 
lekulargewicht der Hydroxyalkylstarke vorzugsweise im 45 
unteien Bereich des genannten Spektrums liegen wird Da 
eine Kopplung an mehreren Stellen eines Proteins moglich 
ist, kann es auch vorteilhaft sein, mehrere kleine Polymer- 
ketten, statt einer hochmolekularen zu koppeln. Der Substi- 
tutionsgrad (Verhaltnis der Anzahl modifizierter Anhydro- 50 
glucoseeinheiten zur Anzahl der gesamten Anhydrogluco- 
seeinheiten) kann ebenfalls variieren und wild haufig im Be- 
reich von etwa 0,2 bis 0,8, vorzugsweise etwa 0,3 bis 0,7, 
noch bevorzugter etwa 04, liegen. (Anmerkung: Die Zahlen 
beziehen sich auf den "Degree of Substitution", der zwi- 55 
schen 0 und 1 liegt). Das Verhaltnis von C r zu CVSubstitu- 
tion liegt gewBhnlich im Bereich von 4 bis 1 6, vorzugsweise 
im Bereich von 8 bis 12. 

[©023] Diese Parameter lassen sich nach bekannten \fer- 
fahrenemsteUen.Erfahnrage go 
droxyethylstarke (HES) als Blutersatzstoff haben gezeigt, 
dass die Verweilzeit von HES im Plasma vom Molekularge- 
wicht und dem Substitutionsgrad und Substitutionstyp (Q- 
Substitution oder Q-Substitution) abhangt, wobei ein Inhe- 
res Molekulargewicht, ein holierer Substitutionsgrad und 65 
ein hoherer Anteil der C r Substitution die Verweilzeit er- 
h6ht 

[0024] Diese Beziehungen gelten auch fur die erfindungs- 



gemaBen Hydroxy alkylstitrke-Protein-Konjugate, so dass 
die Verweilzeit eines bestimmten Konjugats im Plasma iiber 
den Polysaccharidanteil einstellbar ist. 
[0025] Hyaroxyemylstarke-Praparate mit einem mittleren 
Molekulargewicht von 130 kD und einem Substitutionsgrad 
von 0,5 bzw. nrit einem mittleren Molekulargewicht von 
200 kD und einem Substitutionsgrad von 0,25 fanden be- 
reits klinische Anwendung als Blutersatzstoffe und sind 
auch fur den Einsatz in der vorh'egenden Erfindung geeig- 
net 

[0026] Als Protein ist in der vorliegeoden Erfindung 
grondsatztich jedes Protein geeignet, das die erforderliche 
funktionelle Gruppe, z. B. eine rreie Aminogruppe, Thiol- 
gruppe oder Carboxylgruppe, zur Reaktion mit der runktio- 
nellen Gruppe des HAS-Molekflls besitzt. 
[0027] Zur Einftinrung einer gewtlnschten funktionellen 
Gruppe kann das Protein auch nrit einem geeigneten, phy- 
siologisch vertniglicben, bifunktionellen Linkermolekul 
uragesetzt werden. Die verbleibende reaktionsfahige funk- 
tionelle Gruppe des angekoppelten Iinkerraolekuls wird 
dann fur die Zwecke der voriiegenden Erfindung ebenfalls 
als "reaktionsfitoige funktionelle Gruppe des Proteins" be- 
trachtet. 

[0028] Geeignete Linkennolekule enthalten an einem 
Ende eine Gruppierung, die mit einer reaktionsfahigen funk- 
tionellen Gruppe des Proteins, z. B. einer Amino-, Thiol- 
oder Carboxylgruppe, eine kovalente Bindung eingehen 
kann, und am anderen Ende eine Gruppierung, die mit der 
enastandigen Aldehydgruppe oder einer daraus durch cbe- 
mische Umsetzung hervorgegangenen funktionellen 
Gruppe, z. B. einer Carboxylgruppe, aktivierten Carboxyl- 
gruppe, Amino- oder Thiolgruppe, eine kovalente Bindung 
eingehen kann. Zwischen den beiden funktionellen Gruppen 
des Linkermolekiils befindet sich ein biologisch vertragli- 
ches BrOckenmolektil geeigneter Lange, z. B. eine Gruppie- 
rung, die sich von einem Alkan ableitet, eine (Oiigo)alky- 
lenglycolgruppierung oder eine andere geeignete Oligomer- 
gruppiemng. Bevorzugt© Gruppierungen, die mit Amino- 
gruppen reagieren konnen, sind z. B. N-HydYoxysuccinimi- 
dester, Sulfo-N-hytoxysuccinimidester, Imidoester und an- 
dere aktivierte Carboxylgruppen; bevorzugte Gruppierun- 
gen, die mit Thiolgruppen reagieren konnen, sind z. B. Ma- 
leimid- und Carboxylgruppen; bevorzugte Gruppierungen, 
die mit Aldehyd- oder Carboxylgruppen reagieren konnen, 
sind z, B, Amino- oder Thiolgruppen. 
[0029] Beispielhafte Linkermolekule zur Verkritipfung 
von SH- und NH-Funktionen sind: 
AMAS (N-o^aleimid^acetoxy)succinimidester) 
BMPS (N«P(Maleimidopropyloxy)sucdnimidester) 
GMBS (N-7(Malriniidobutyiyloxy)sucxnniiiiidester) 
EMCS (N-e^aleimidocaproyloxy)succinimidester) 
MBS(m-(Maleimioobenzoyl>N-hydioxysuccimimd^ 
SMCC (SiK^nimi6Vl-4-(N-rnaleimidomethyl)cyclohexan- 
1-carboxylat) 

SMPB (Sucdnimidyl-4-(p-maleimidophenyl)butyrat) 
SPDP (Succinirnidyl-3-(2-pyridylmthio)proprionat) 
Sulfo-GMBS (N^y(Maleinudobutyryloxy)sulfosiKximmi- 
dester) 

Sulfo-EMCS (N-e(Mabimidocaproyloxy)sulfosuccinimi- 
dester). 

[0030] Beispielhafte Linkermolekule zur VerknOpfung 
von SH- und SH-Funktionen sind: 
BMB (1.4-Bis-maleimidobutan) 
BMDB (1.4-Bis-maleinu6b-2.3-dmydroxybutan) 
BMH (Bis-maleimidohexan) 
BMOE (Bis-maleimidoethan) 
DTMB Pithio-bis-maleimidoethan) 
HBVS (1.6-Hexan-bis-vinylsulfon) 
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BM(PEO) 3 (1.8-Bis-maldmidotriethylenglycol) 
BM(FEO)4 (1.11-Bis-maleiniidoteiraeihylenglycol). 
[0031] Beispielhafte linkermolekule zu Verknupfung von 
NH- und NH-Funktionen sind: 

BSOCOES (Bis- (2-(succi nimidy lox y carbon v- 

loxy)emyl)sulfon J 
BS* (Bis-(sulfosuocinimidyi)suberat) 
DFDNB (1.5-DifluQr-2.4-dinitrobcozol) 
DMA (Dimethyladipbnidat HQ)) 
DSG (Disuccinimidylglutarat) 
DSS (Disuccinimidylsuberat) 
EGS (Ethylcnglyc»l-bis<sucdnunidylsuccinat). 
[0032] Beispielhafte linkermolekule zur Nfoknupfung 
von SH- und CHO-Funktionen sind: 
BMPH (NKP-M^eimidopropionsaure)hydrazid TFA) 
EMCA (N^e-Malcinu^capronsfiurc)hydrazid) 
KMUH (N-(K-Makimidoundecansaure)hydra2id) 

MPBH (4K4-N-Maldinido^yl)butIcrsaurchydrazid 
HC1) 

PDPH (H2-Pyndyldithio)propionylhydrazi(0. 
[0033] Ein beispielhaftes Linkermolekiil zur Verkniipfung 
von SH- und OH-Funktionen ist PMPI (N-(r>Maleimido- 
phenyl)isocyanat). 

[0034] Beispielhafte IinkermolekOle zur Oberfuhrung ei- 
ner SH-Funktion in eine COOH-Funktion sind: 
BMPA (N-P-Maleimidopropionsaure) 
EMCH (N-j^Maleimidocapronsaure) 
KMUA (N-K-Maleimidoundecans aure). 
[0035] Beispielhafte Linkermolekule zur ObeifUhrung ei- 
ner NH-Funktion in eine COOH-Funktion sind MSA (Me- 
Ayl-N-succimmidyladipat) oder langerkettige Homologe 
davon oder entsprechende Derivate von Ethylenglycol. 
[003Q Beispielhafte Linkermolekule zur UberfiJhrung ei- 
ner COOH-FunkUon in eine NH-Funktion sind DAB (1.4- 
Diaminobutan) oder langerkeUige Homologe davon oder 
entsprechende Derivate von EthylenglycoL 
[0037] Ein beispielhaftes linkermolekiil, das mil einer 
Aminogruppe eines MolekOls rcagiert und eine geschiitzte 
Anrinogruppe in groBerem Abstand von diesem Molektil zur 
Vermeidung einer sterischen Hinderung bereitstellt, ist 
TTCS (N-e(Trifluoracetylcaproyloxy)succininaio^ 
[0038] WeiteregeeigneteLinkermolekaiesindFachleuten 
bekannt und im Handel erhaitlich oder k6nnen je nach Be- 
darf und in Abhangigkeit von den varhandenen und ge- 
wOnschten fiinktionellen Gruppen der HAS und des anzu- 
koppelnden Proteins entworfen und nach bekannten Verfah- 
ren heigestellt werden. 

[0039] Der Begriff Trotein" im Sinne der vorliegenden 
Erfindung soli jede Aminosauresequenz einschlieBen, die 
mindestens <M2 AniinosSuren, vorzugsweise mindestens 
15 Aminosauren, bevorzugter mindestens 25 Aminosauren, 
besonders bevorzugt mindestens 50 Aminosauren, umraBt,' 
und auch naturliche Derivate, z. B. Pra- oder Pro-Fonnen, 
Glycoproteine, Phosphoproteine, oder synthetische raodifi- 
zierte Derivate, z.B. Fusionsproteine, Neoglycoproteine, 
oder durch gentechnologische Verfahren modifizierte Pro- 
teine, z. B. Fusionsproteine, Proteine mit Aminosaureaus- 
tauschen zur Einfilhrung bevorzugter Kopplungsstellen, ein- 
schlieSen. 

[0040] Zur prophylaktischen oder therapeutischen Be- 
handlung des menschlichen oder tierischen Korpers wird 
das betreffende Protein eine bestimmte gewOnschte Funk- 
tion im Korper austtben. Vorzugsweise besitzt das Protein 
daher z. B. eine reguiatorische oder katalytische Funktion, 
eine Signalvenrattlungs- oder Trarisportfunktion oder eine 
Funktion bei der Imraunrcakuon oder Ausldsung einer Im- 



munreaktion. 

[0041] Das Protein kann beispielsweise aus der Gruppe 
aus Enzymen, Antikorpem, Antigenen, Transportproteinen, 
Bioadhasionsproteinen, Hormonen, Wachstumsfaktoren, 
5 Cytokinen, Rezeptoien, Suppressoren, Aktivatoren, Inhabi- 
toren oder einem funktionellen Derivat oder Fragment da- 
von ausgewahlt sein. Tunktionelles Derivat oder Frag- 
ment" bedeutet in diesem Zusammenhang ein Derivat oder 
Fragment, das eine gewilnschte biologische Eigenschaft 
10 oder Aktivitat des Stammolekiils ganz oder teilweise, z. B. 
zu mindestens 10-30%, bevorzugter zu mehr als 50%! noch 
bevorzugter zu mehr als 70%, am meistens bevorzugt zu 
mehr als 90%, behalten hat Besonders bevorzugte Beispiele 
eines solchen Fragments sind Antikorperfragmente. 
15 [0042] Spezielle Beispiele sind a-, p- oder ^Interferon, 
Interieukine, z. B. IL-1 bis IH8, Wactetumsfaktoren, z. B. 
epidermaler Wachstumsfaktor (EGF), Thrombozytenwachs- 
tumsfaktor (FDGF), Fibroblastenwachstumsfaktor (FGF), 
Gehirn-abgeleiteter Wachstumsfaktor (BDGF), Nerven- 
20 wachstumsfaktor (NGF), B-ZeUen- Wachstumsfaktor 
(BCXJF), Gehirn-abgeleiteter neurotropher Wachstumsfak- 
tor (BDNF), Ciliarer neurotropher Faktor (CNTF), transfor- 
mierende Wachstumsfaktoren, z.B. TGF-a oder TGF-fi, 
IColonie-stimulierende Faktoren (CSF), z.B. GM-CSF, G- 
25 CSF, BMP C'bone morphogenic proteins"), Wachstumshor- 
mone, z. B. Human-Wachstumshormon, Tumornekrosefak- 
torer^ z. B. TNF-a oder TNF-p, Somatostatin, Somatotro- 
pin, Somatomedine, Serumproteinc, z. B. die Gerinnungs- 
faktoren H-XIII, Albumin, Erythropoietin, Myoglobin, Ha- 
30 moglobin, Plasminogenaktivaloreii, z. B. Gewebe-Plasmi- 
nogenakdvator, Hormone oder Prohormone, z.B. Insulin, 
Gonadotropin, Melanocytes stimulierendes Hormon (Or 
MSH), THptorelin, HypothalamushormoDe z. B. antidiureti- 
sche Hormone (ADH) und Oxytocin sowie IJberine und 
35 Statine, Parathormon, ScWlddrtlsenhormone, z. B. Thyro- 
xin, Thyrotropin, Thyroliberin, Prolactin, Calcitonin, Gluca- 
gon, Glucagon-Mhnliche Peptide (GLP-1, GLP-2 etc,), 
Exendine, z. B. Exendin-4, Leptin, Vasopressin, Gastrin, Se- 
cretin, Integrine, Glycoproteinhonnone (z.B. LH, FSH 
40 etc.), Pigmenthorraone, Lipoproteine und Apo-Lipopro- 
teine, z. B. Apo-B, Apo-E, Apo-1^, Immunglobuline, z. B. 
IgG, IgE, IgM, IgA, IgD oder ein Fragment davon, Hirudin, 
"Tissue-Pathway"-Inhibitor f Pflanzenproteine, z. B. Lektin 
oder Ricin, Bienengift, Schlangengifte, Immunotoxine, An- 
45 tigen E, Butroxobina, Alpha-Proteinase-Inhibitor, Rag- 
weed-Allergen, Melanin, Oligolysin-Proteine, RGD-Pro- 
teine oder gegebenenfalls entsprechende Rezeptoren fur ei- 
nes dieser Proteine; oder ein funktionelles Derivat oder 
Fragment eines dieser Proteine oder Rezeptoren. 
50 [0043] Geeignete Enzyme kdnnen z. B, aus den Gruppen 
der koUenhydi^pezirlschen Enzyme, proteolytischen En- 
zyme, Oxidasen, Oxidoreduktasen, Transferasen, Hydrola- 
se", Lyasen, Isomerasen, Kinasen und Iigasen ausgewShU 
sein. Spezielle, nicht beschrankende Beispiele sind Aspara- 
55 ginase, Arginase, Arginindeaminase, Adenosmdeaminase, 
Glutaminase, Glutaininase-Asparaginase, Phenylalaninam- 
moniumlyase, Tryptophanase, Tyrosinase, Superoxiddismu- 
tase, eine Endotoxinase, eine Catalase, Peroxidase, Kalli- 
krein, Trypsin, Chymotrypsin, Elastase, Tbermolysin, eine 
60 Lipase, eine Uricase, Adenc«indipbosphatase, Purinnukleo- 
sidphosphorylase, Bilirubinoxidase, eine Glucoseoxidase, 
Qucodase, Gluconatoxidase, Galaktosidase, Glucocerebro- 
sidase, Glucuronidase, Hyaluronidase, Gewebefaktor, ein 
Gewebeplasminogenaktivator, Streptokinase, Urokinase, 
M MAP-Kinasen, DNAsen, RNAsen, Lactoferrin, und runk- 
tionelle Derivate oder Fiagmente davon. 
[0044] We oben erwMhnt, ist die an der Kopplungsreak- 
tion beteiligte runkdoneUe Gruppe des HAS-MolekOls die 
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endstandige Aldehydgruppe oder eine daraus durch chemi- 
scbe Urasetzung hervorgegangene Gruppe. 
[0045] Ein Beispiel Mir eine solchc chemiscbe Umsetzung 
ist die selektive Oxidation dicser Aldehydgruppe nut einem 
schonenden Oxidatioosmittel, wie z. B. Iod, Brom oder eini- 5 
gen Metallionen, oder auch mittels elektrochemischer Oxi- 
dation zu einer Carboxylgruppe oder aktivierten Carboxyl- 
gruppe, z. B. einem Ester, Lacton, Amid, wobei die Carb- 
oxylgruppe gegebenenfalls in einer zweiten Reaktion in das 
aktivierte Derivat uberfiihrt wind. Diese Carboxylgruppe 10 
oder aktivierte Carboxylgruppe kann dann mit einer prirna- 
ren Amino- oder Thiolgruppe des Proteins unter Ausbildung 
einer Amidbindung oder Thioesterbindung gekoppelt wer- 
den, 

[0046] In einem besonders bevorzugten Herstellungsver- 15 
fahren wird diese Aldehydgruppe mit einem molaren tJbcr- 
schuB an Iod, vorzugsweise in einem Molverhaltnis von Iod 
zu HAS von 2 : 1 bis 20 : 1, besonders bevorzugt etwa 5 : 1 
bis 6 : 1, in waflriger basischer Losung selektiv oxidiert. 
Nach dem in Beispiel 1 beschriebenen optimierten Verfah- 20 
ren wird zunachst eine Menge an Hydroxyalkylstarke in 
wannem destilliertem Wasser geldst und etwas weniger als 
1 Molaquivalent wa^riger Iodlosung, vorzugsweise in einer 
Konzentration von etwa 0,05-0,5 N, besonders bevorzugt 
etwa 0,1 N, zugegeben. Danach wird eine waBrige NaOH- 25 
Losung in einer molaren Konzentration, die etwa das 
5~15fache, vorzugsweise etwa das lOfache, der Iodlosung 
betragt, langsam tropfenweise in Abstanden von mehreren 
Minuten der Reaktionslosung zugegeben, bis die Losung 
nach der Zugabe beginnt, wieder klar zu werden. Es wird er- 30 
neut etwas weniger als 1 Molaquivalent der obigen w&Bri- 
gen Iodlosung der Reaktionslosung zugegeben, das Zutrop- 
fen der NaOH-Losung wieder aufgenommen und die Zug- 
abe von Iod und NaOH werden solange wiederholt, bis etwa 
5,5-6 Molaquivalente Iodlosung und 11-12 Molaquivalente 35 
NaOH-Losung, bezogen auf die Hydroxyalkylstarke, zuge- 
geben warden sind Dann wird die Reaktion abgebrochen, 
die Reaktionslosung entsalzt, z. B. durch Dialyse oder Ul- 
trafiltration, einer Kationenaustauschchrraiiaiographie un- 
terworfen und das Reaktionsprodukt durch Lyophilisierung 40 
gewonnen. Bei diesem Verfahren werden unabhangig vom 
Molekulargewicht der HAS fast quantitative Ausbeuten er- 
zielt. 

[0047] In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfiih- 
rungsform erfolgt die selektive Oxidation mit alkalischen 45 
stabilisierten Lfisungen von Metallionen, z. B. CV* oder 
Ag + , ebenfalls in etwa quantitativer Ausbeute (Beispiel 2). 
Vorzugsweise wird dabei ein etwa 3-10fachcr molarer 
OberschuB des Oxidationsmittels eingesetzt 
[0048] AnschUeflendwuiddiegeWldete^el^voximerte 50 
Hyoroxyalkylstarke (ox-HAS) in Gegenwart eines Aktivie- 
rungsreagenzes mit einer freien Arninogruppe des ge- 
wiinschten Proteins unter Ausbildung einer Amidbindung 
umgesetzt. Geeignete Aktivierungsxeagenzien sind z. B, N- 
Hydroxysuccmimid, N-HyoroxyphthaHtnid, TTiiophenoi p- 55 
Nitrophenol, o,p-Dinitrophenol, Trichlorphenoi, Irirluorp- 
henol, Pentachlorphenol, Pentafluorphenol, 1-Hydroxy-lH- 
benzotriazol (HOBt), HOOBt, HNSA, 2-Hydroxypyridin, 
3-Hydroxypyridin, 3,4-Dmydro-4-oxobenzotrJazin-3-ol, 4- 
Hydroxy-2^phenyl-3(2H>miophenoD-l,l-moxid, 3- 60 
Phenyl-l-(p-nitrophenyl)-2^pyrazolin-5-on), [1-Bcnzotria- 
zolyl-N-oxy-tris(m^mylainu»)phosphoniimm 
bosphat] (BOP), [1-BerizotriazolyloxyhipyrroHdinophos- 
phoniumhexafluorphosphat (PyBOP), [0<Benzotriazol-l- 
yl)-N,N,N\N-tetj3uiie^^ 65 
(HBTU), [0-(BBnzotriazol-l-yl)-N^K^-tetrarnethyW 
niumtetrafluorborat (TBTU), [0(Benzotriazol-l-yl) 
N,N,N\W-bis(pOTtame 
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[0-(Benzotriazol-l-yl>N,N^,N-b^ 
umhexafluorphosphat, Carbonyldiimidazol (CDI), oder vor- 
zugsweise Carbodiimide, z. B. l-(3-Dimemylaminopropyl)- 
3-emylcarbammid (EDQ, Dicyclohexylcarbodiimid 
(DOC), Dusopropyli^itxxh'irnid piPC), besonders bevor- 
zugt EDC. Im Gegensatz zu gangigen, in der Literatur be- 
schriebenen Verfahren fur ahnliche Kopplungsreaktionen 
wurde dabei Oberraschenderweise festgestellt, dass bei W6r- 
wendung eines Carbodiimids in der Regel der Einsatz an- 
sonsten obligatorischer weiterer Aktivatoren wie Triazole, 
z. B. HOBt, nicht erforderlich ist bzw. sogar die Ausbeuten 
verschlechtert. Bei der erfindungsgemaBen Kopplung von 
ox-HES an verschiedene Modellverbindungen in Gegen- 
wart von EDC und Abwesenheit von HOBt konnten dage- 
gen weitgehend unabhangig vom Molekulargewicht der 
HES hohe Ausbeuten erzielt werden (siehe Bedspiele). 
[0049] Statt der Reaktion der Carboxylgruppe oder akti- 
vierten Carboxylgruppe mit einer freien prunMren Arnino- 
gruppe des Proteins (z. B. eines Lysin- oder Argininrests) ist 
grundsatzlich auch eine analoge Reaktion mit einer Thiol- 
gruppe (eines Cysteins) des Proteins moglich. Dabei ist je- 
doch zu beriicksichtigen, dass Cysteine in der Regel in S-S- 
Briicken involviert sind und daher fur eine Kopplungsreak- 
tion nicht zur Verfilgung stehen. Sind dagegen freie Cy- 
steine vornanden, so spielen diese hauflg eine wichtige 
Rolle bei der Katalyse oder sind in der Kontaktstelle von 
Untereinheiten involviert. Eine Modifizierung dieser Cy- 
steine wird dann in einem teilweisen oder vollstandigen Ver- 
lust der biologischen AktivitSt resultieren. Zur Behebung 
dieses Problems konnten freie Cysteine durch gangige gen- 
technologische Verfahren wie z.B. gerichtete Mutagenese 
oder chemische Pepddsyn these an solchen Stellen im Pro- 
tein dngefuhrt werden, von denen bekannt ist, dass srie keine 
Rolle fur die Aktivitat spielen. Auf diese Weise ist eine op- 
timale Steuerung des Kopplungsortes moglich. Auf dieselbe 
Weise konnten auch andere reaktionsfahige Aminosauren, 
z. B. I^s, HBs, Arg, Asp, Glu, gezielt in das Protein einge- 
fuhrt werden. 

[0050] Die reaktive Gruppe des Hydroxyalkylstarkemole- 
kOk kann auch eine durch chemische Umsetzung der end- 
standigen Aldehydgruppe entstandene Amino- oder Thiol- 
gruppe sein. Beispiels weise kann eine reduktive Aminie- 
rung der Aldehydgruppe durch Reaktion mit Ammoniak in 
Gegenwart von Wasserstoff und einem Xatalysator oder in 
Gegenwart von Natriumcyanoborhydrid durchgefuhrt wer- 
den. Die entstandene Amino- oder Thiolgruppe kann dann 
mit einer fieien Carboxylgruppe des Proteins (z. B. einer ge- 
gebenenfalls aktivierten Glutanrin- oder Asparaginsaure) 
unter Ausbildung einer Amid- oder Thioesterbindung rea- 
gierea 

[0051] Ferner kann die endst&ndige Aldehydgruppe des 
Hydroxyalkylstarkemolekuls oder eine daraus durch chemi- 
sche Umsetzung hervorgegangene funktionelle Gruppe auch 
mit einem geeigneten physiologisch vertrSglichen, bifunk- 
tionellen Linkermolekiil umgesetzt werden. In diesem Falle 
ist fUr die Kopplungsreaktion die "aus der endstandigen Al- 
dehydgruppe des HydroxyalkylstarkemolekOls durch che- 
mische Umsetzung hervorgegangene runktionelle Gruppe" 
die verbleibende reaktionsfdhige funktionelle Gruppe des 
birunktionellen linkermolekais, mit dem die endstandige 
Aldehydgruppe oder die daraus hervorgegangene funktio- 
nelle Gruppe umgesetzt wurde. Auf diese Weise kann die 
endstandige Aldehydgruppe ebenfalls in eine gewunschte 
funktionelle Gruppe Qberfuhrt werden. 
[0052] Geeignete Linkermolekflle enthalten an einem 
Ende eine Gruppierung, die mit der endstandigen Aldehyd- 
gruppe oder einer daraus durch chemische Umsetzung her- 
vorgegangenen fimktionellen Gruppe, z. B. einer Carboxyl- 
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gruppe, aktivierten Carboxylgruppe, Amino- oder Tniol- 
gruppe, cine kovalente Bindung cingehen kann, und am an- 
deren Ende einc Gruppierung, die mit eincr reaktionsfthigen 
funktiooellen Gmppe des Proteins, z.B. einer Amino-, 
Thiol- oder Carboxylgruppe, eine kovalente Bindung einge- 5 
hen kann. Zwischen den beiden runktiooellen Gruppen des 
LinkermolekOls befindet sich ein biologisch vertragliches 
BriJckenmolekUl geeigneter Lange, z, B. eine Gruppierung, 
die sich yon einem Alkan ableitet, eine (Oligo)alkyiengly- 
colgruppierung oder eine andere geeignete Oligomergrup- 10 
pierung. Bevorzugte Gruppierungen, die mit Aminogruppen 
reagieren k6nnen, sind z.B. N-Hydroxysuccinimidester, 
Su]fo-N-hydroxysuccinimidester, Inridoester oder andere 
aktivierte Carboxylgruppen; bevorzugte Gruppierungen, die 
mit Thiolgruppen reagieren konnen, sind z.B. Maleimid- 15 
und Carboxylgruppen; bevorzugte Gruppierungen, die mit 
Aldehyd- oder Carboxylgruppen reagieren konnen, sind 
z. B. Amino- oder Thiolgruppen. 

[0053] Eine Reihe von speziellen, nicht beschrankenden 
Beispielen fur geeignete Linkennolekule warden bereits 20 
oben unter Bezug auf die Konjugation von Linkermolekulen 
an das Protein angegeben. 

[0054] Bei einem alternativen erimdungsgemaBen Kopp- 
lungsyerfahren der vorliegenden Erfindung wird die end- 
standige Aldehydgruppe direkt mit einer primaren Amino- 25 
gruppe (z. B. eines Lysin- oder Argininrests oder des N-Tbr- 
minus) des Proteins unter Bildung einer Schiffschen Base 
umgesetzt. AnschlieBend oder parallel dazu wird die gebil- 
dete SchifTsche Base durch Umsetzung mit einem geeigne- 
ten Reduktionsmittel reduziert, wodurch eine im waBrigen 30 
Milieu stabile Bindung zwischen Protein und HAS entsteht. 
Bevorzugte Reduktionsmittel sind Natriumborhydrid, Natri- 
umcyanoborhydrid, organische Borkomplexe, z. B. ein 4- 
(Dimethylaiiiino)pyridiD-Borkomplex, N-Ethyldiisopropy- 
lanrin-Borkomplex, N-Emylmorpholin-Borkomplex, N- 35 
Methylmorpholin-Borkomplex, N-Phenylmorpholin-Bor- 
komptex, I^n'tun-Borkomplex, THemylamin-Borkomplex, 
TMrnethylanun-Borkomplex; geeignete stereoselektive Re- 
duktionsmittel sind beispielsweise Natriumtriacetatborhy- 
drid, Natriuratriemylborhydrid, NaniumtrimemoxybQrhy- 40 
drid, Kalium-lri-sec-butylborhydrid (K-Selectride), Na- 
trium-tri-sec-butyiborhydrid (N-Selectride) Lithium-tri-sec- 
butylborhydrid (L-Selectride), Katiumtriamylbortydrid 
(XS-Selectride) und Lithiumtriamylborhydrid (LS-Selec- 
tride). 45 

[0055] Durch geeignete Variation der Reaktiombedingun- 
gen konnen die Ausbeuten verbessert werden. Parameter fur 
solche Optiniierungsversuche sind der pH-Wert des Reakti- 
onsansatzes (mdglicher Proteinabbau durch alkalischesBor- 
hydrid), Temperatur und Dauer des Inkubation sowie Art 50 
des Reduktionsmirtels ftir die Eintopfteaktion. Eine weitere 
Alternative stellt die Moglichkeit dar, die Reaktion in zwei 
Schritten durchzurunren, wobei fur den Reduktionsschritt 
ein immobilisiertes Reduktionsmittel eingesetzt werden 
kann. " 55 

[0056] Die Reaktionsprodukte der Kopplung konnen mit 
bekannten Verfahren untersucht und die Kopplungseffizienz 
festgestellt werden. So konnen z. B. die freien primaren 
Aminogruppen im Protein vor und nach der Kopplung mit 
Trinitrobenzolsulfonsaure (Habeeb, ASAF, Anal. Biochem. 60 
14, 328-336 (1966)) bestimmt werden. Die Kopplungsaus- 
beute von Reaktionen unter Beteiligung primSrer Amine 
konnte auch durch Derivatisierung der nicht umgesetzten 
Amine mit Fluotescamin und Bestimmung der Fluoreszenz 
festgestellt werden Die Molekulargewichtsverteilung kann 65 
durch SDS-PAGE und Gelpermeatioh festgestellt werden. 
Der Proteinanteil im Konjugat ist durch SDS-B\GE und ar> 
schliefiende Silberfarbung nachzuweisen, wahrend der Sac- 
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charidanteil durch eine Glykan-spezifische Farbung der mit- 
tels SDS-PAGE getrennten Banden nach Blotting auf eine 
Membran feststellbar ist Auch cine quantitative Glykanbe- 
slimmung ist mdglich. Eine genaue Identifzierung der 
Kopplung ss telle auf dem Protein ist durch Pteptid-Mapping 
und/oder MALDI-TOF-Massenspektroskopie bzw. Elektro- 
spxayionisation-Massenspektroskopie mSglich. Auf diese 
Weise kann die Kopplung optimiert und die Molekularge- 
wichtsverteilung sowie moglicberweise (z.B. bei unter- 
schiedlicher Reaktivitat der reaktionsfahigen Gruppen auf 
dem Protein) sogar die Kopplungsstelle der Produkte vorbe- 
stimmt werden. 

[0057] Die Konjugate der vorliegenden Erfindung konnen 
gegebenenfalls als solche oder in Form einer pfaarmazeuti- 
schen Zusammensetzung zur prophylaktischen oder thera- 
peutischen Behandlung des menschlichen oder tierischen 
Korpers eingesetzt werden. 

[0058] Derartige Zusammensetzungen umfassen eine 
pharmazeutisch wirksame Menge eines erfindungsgemaBes 
Konjugats als aktiven Bestandteil sowie einen pharmazeu- 
tisch geeigneten TVager und gegebenenfalls andere thera- 
peutische bzw. galenische Bestandteile oder Hilfestoffe. 
Hilfsstoffe konnen z.B. Verdunnungsmittel, Puffer, Ge- 
schmacksmittel, Bindemittel, oberflachenaktive Mittel, Ver- 
dickungsmittel, Gleitmittel, Konservierungsstoffe (ein- 
schlieBlich Antioxidantien) sowie Substanzen einschliefien 
die dazu dienen, die Formulierung mit dem Blut des vorge- 
sehenen Empfangers isotonisch zu machen. Eine pharma- 
zeutisch wirksame Menge ist diejenige Menge, welcbe aus- 
reicht, um bei einmaliger oder rnehrmaliger \ferabreichung 
im Rahmen einer Behandlung zur Erleichterung, Heilung 
oder Verhiitung eines Krankheitszustands eine gewflnschte 
positive Wirkung zu entfalten. Ein pharmazeutisch annehm- 
barer IHger ist ein lYager, der sowohl mit dem Arzeimittel- 
wirkstoff als auch mit dem Korper des Patienten kompatibel 

[0059] Die Form der Zusammensetzung wird je nach dem 
gewunschten bzw. geeigneten Verabreichungsweg variieren. 
Ein bevorzugter Weg ist die parenterale Verabreichung, 
z. B. eine subkutane, intramuskulare, intravenose, intraarte- 
rielle, intraartikulare, intrathekale, extradurale Injektion 
bzw. gegebenenfalls Infusion. Ebenfalls mdglich ist eine in- 
tranasale, intratracheale oder topische Applikation. Eine to- 
piscbe Applikation von erfindungsgemSB konjugierten 
Wachstumfaktoren konnte beispielsweise die Wundheilung 
beschleunigen. Die pharmazeutischen Zusammensetzungen 
konnen gunstigerweise in Form einer Dosierungseinheit 
dargeboten werden und nach irgendeinem der auf dem Ge- 
biet der Pharmazie wohlbekannten Verfahren hergestellt 
werden. 

[0060] Die Konjugate der vorliegenden Erfindung konnen 
auch auf alien anderen Gebieten eingesetzt werden, bei de- 
nen andere Protein-Polymer- Konjugate, z. B. PEG-Protein- 
Konjugate, zur Anwendung kamen. Einige spezielle, nicht 
beschrankende Beispiele sind die 'Nferwendung eines HAS- 
Protein-Konjugats als immobilisierter Katalysator oder Re- 
aktionspartner fUr eine Reaktion in heterogener Phase oder 
als Saulenmaterial fur die (Irnmun)atMtMtschromatogra- 
phie, Weitere Anwendungsmdglichkeiten werden fur den 
Fachmann in Kenntnis der hier offenbarten Eigenschaften 
der erfindungsgemaBen HAS-Protein-Konjugate unschwer 
ersichtlich sein. 

[0061] Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung naher 
erlautern, ohne diese jedoch darauf zu beschranken. Insbe- 
sondere kennen analoge Reaktionen auch mit Hydroxyme- 
thylstarke und Hydroxypropylstarke durchgefuhrt und ahn- 
liche Ergebnisse erzielt werden. 
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BEISPIEL 1 

Selektive Oxidation von Hyaroxyewylstarke (HES) mit Iod 

[0062] Id einem Rundkolben wurden 10 g HES- 130 kD in 5 
12 ml entionisiertem Wasser uiiter Erwarmen gelost Zu die- 
ser Losung wurden 2 ml einer 12-Losung (0.1 N) gcgeben. 
Einc Pipette mit 2 ml 1.0 N NaOH wurde mil dem Kolbcn 
iiber ean 2-Wege-VeibmdYingsstuck verbunden und die 
NaOH-L&sung mit ca. 1 Tropfen pro 4 Minuten zugetropft 10 
Nach Zugal>e von ungefahr 0.2 ml der NaOH-Losung war 
die Losung entfarbt, zu diesem Zeitpunkt wurde eine zweite 
Portion von 2 ml 0.1 N Iodlosung zugegeben. Die Reaktion 
war nach Zugabe von insgesamt 14 ml Iodlosung und 2.8 ml 
NaOH-Losung beendet. Die Reaktionsmischung wurde an- 15 
schlieSend gegen entionisiertes Wasser dialysiert. 

Lactomsierung 

[0063] Die teilweise entsalzte Losung wurde einer Chro- 20 
matographie an einer Kationenaustauschersaule (Amberlite 
IR-120, HP-Form) unterzogen, um die Aldonatgruppen in 
Aldonsauregruppen umzuwandeln. AnschlieBend wurde das 
Wasser durch Lyopbilisation entfernt und so die Lactonform 
erhalten. Bestimmung des Oxidanonsgrades: 25 
[006^ Zu jeweils 1 ml Probenlosung werden unter N^At- 
mosphare 1 ml alkalisches Kupferreagenz (3.5 g Na2P0 4 , 
4.0g K-Na-Tatrat in 50 ml HA dazu 10 ml 1 N NaOH, 
8.0 ml 10%iger (GewWbl.) CuS04-L5sung und 0.089 g K- 
Iodat in 10 ml H 2 0, nach Zugabe von 18 g Na-Sulfat auf 30 
100 ml auflullen) pipeuiert Es wird 45 Minuten bei 100°C 
erhitzt. Nach Abkuhlen werden 0.2 ml 2.5%igcr Kl-Ldsung 
und 0.15 ml 1 M H2SO4 addiert Nach 5 Min. wird mit 1 
Tropfen Phenolrot-Indikatorlosung (1% GewYVol.) versetzt 
und mit 5 mM Na2S2C>3-L6sung bis zum Verschwinden der 35 
Faroe titrierL Aus dem Verbrauch an Titration smitlel laBt 
sich die Konzentration nicbtumgesetzter Aldehydgruppen 
berechnen. 

[0065] Es wurde eine annShernd quantitative Ausbeute er- 
zielt (> 98%). Hydroxyethylstarken mit boherer molarer 40 
Masse (z.B. 130kD, 250 kD, 400 kD) konnten, genauso 
wie Hydroxyethylstarken mit niedrigerer molarer Masse 
(z. B. 10 kD, 25 kD, 40 kD), nach dieser Vbrschrift in ahn- 
lich hohen Ausbeuten oxidiert werden. 

45 

BEISPIEL 2 

Seiektive Oxidation von HES mit Cu^-Ionen 

[0066] Unter Erwarmen wurde eine Losung von 50 
0.24 mMol HES-130kD in 10 ml entionisiertem Wasser 
hergestellt. Diese L6sung wurde in einem 100-ml-Rundkol- 
ben auf eine Temperatur von 70-80°C erhitzt und mit 
1.17 mMol stabihaertem Cu 2 * (z. B. Rochelle-Salz als Sta- 
bilisator oder andere Stabilisatoren) und wassriger vend. 55 
NaOH-Losung versetzt (Endkonzentration 0.1 N NaOH). 
Danach wurde die Temperatur auf 100°C erhQht und die Re- 
aktion solange laufen lassen, bis eine r8tliche Farbe entstan- 
den war. Die Reaktion wurde gestoppt und die Reaktionsmi- 
scbung auf 4°C abgekOhlL Der rStliche Niederschlag wurde 60 
durch Filtration entfernt Das Rltrat wurde gegen entioni- 
siertes Wasser dialysiert und anschlieBend wie in Beispiel 1 
in das Lacton umgewandelt und lyophilisierL Die Oxidation 
verlief quantitativ (Ausbeute > 99%). Nach dieser Methode 
liessen sich auch niedennolekulare HES (z. B. HES-10 kD, « 
HES-25 Id), HES-40 kD) und hfihermolekulare HES-Spe- 
Z3bs oxidSeren. 
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BEISPIEL 3 

Kopplung von selektiv oxidierter hochmolekularer HES 
(ox-HES-130 kD) an Humanserunialbumin (HSA) 

[0067] in einem Rundkolben mit Magnetiuhrer wurden 

4.3 g ox-HES-130kD und 200 mg HSA (Sigma, Taufkir- 
chen) unter leichtem Erwannen vollstSndig in Wasser ge- 
I6st Zu dieser Losung wurden 30 mg Emyldimethylamino- 
propylcarbodnmid (EDC), gelost in Wasser, zugegeben. 
Nach 2 h unter sehr maBigem Ruhren wurde eine zweite 
Portion von 30 mg EDC zugegebea Nach weiteren zwei 
Stunden unter sehr maJ5igem Riihren wurde eine dritte Por- 
tion von 40 mg des Carbodiirnids zugegeben. Die Reakti- 
on smischung wurde unter diesen Bedingungen uber Nacht 
belassen, 15 h lang gegen destiUiertes Wasser dialysiert und 
lyophilisiert Der Erfolg der Kopplung wurde mittels Gel- 
permeationschromatographie, SDS-PAGE und kohlenhy- 
dratspezifischer Farming (Glyco-Dig-Kit von Roche- Boeh- 
ringer, Basel) nach Blotting auf eine PVDF-Membran nacb- 
gewiesen. Die Ausbeute an Kopplu n g sprodukt betrug ca. 
90%. 

BEISPIEL 4 

Kopplung von selektiv oxidierter niedermolekularer HES 
(ox-HES-10 kD) an Hunianserumalbumin (HSA) 

[0068] In einem Rundkolben mit Magnetruhrer wurden 

7.4 g ox-HES-10 kD und 50 mg HSA vcustandig in Wasser 
gel6st. Die Reaktion wurde nach dem oben beschriebenen 
Verfahren fur hochmolekulare HES durchgeruhrt, wobei 
insgesamt 282 mg EDC in drei Aliquots zugegeben wurden. 
Die Reaktionsmischung wurde ebenfalls dialysiert und ly- 
ophilisiert wie oben beschrieben. Die Analyse (wie oben) 
zeigte, dass Kopplungsprodukt erhalten wurde, jedoch wa- 
ren die Ausbeuten etwas niedriger als bei der Kopplung mit 
hochmolekularer ox-HES. 

BEISPIEL 5 

Kopplung von ox-HES-130 kD an Myoglobin (Mb) 

[0069] 4.3 g ox-HES-130 kD wurden vollstfindig in Was- 
ser (6-7 ml) gelost und anschlieBend 100 mg Mb (Sigma, 
Taufkirchen), gelost in 10 ml 0.1 M Phosphatpuffer (pH 
7.0), zugegeben. Die Kopplungsreaktion wurde durch Zug- 
abe von 30 mg EDC gestartet. Die Zugabe von EDC wurde 
alle 2 Stunden wiederholt, bis insgesamt 90 mg des Carbo- 
diimids verbrauch t waren. Die Reaktionsmischung wurde 
anschlieBend gegen 50 mM Phosphatpuffer, pH 7.0, dialy- 
siert und lyophilisiert. Die GPC zeigte einen eindeutigen 
Produktpeak, der im Ausschlussvolumen bei 450 nm detek- 
tiert wurde. Aus diesem konnte eine Kopplungsausbeute 
von 88% beiechnet werden. Die Sauerstoffbindungskapazi- 
tat des hesylierten Myoglobins betrug ca. 76% der Bin- 
dungskapazitat des unmodifizierten Mb. 

BEISPIEL 6 

Kopplung von ox-HES-10 kD an Superoxiddismutase 
(SOD) 

[0070] Ein Volumenteil einer waHrigen Losung von ox- 
HES-10 kD (1.05 g/ml) wurde mit einem Volumenteil einer 
7mgAnl SOD-L5sung (Sigma, Taufkirchen) in 50 mM 
Phosphatpuffer, pH 7.6, bei Raum tempera tux inkubiert Die 
Kopplungsreaktion wurde durch Zugabe von 280 mg EDC 
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in 5 Portioned uber eineo Zedtraum von 24 h initiiert Der puffer, pH 7.4, pipettiert 

Reaktionsverlauf wurdc durch GPC-Analytik in Phosphat- [0075] Die Reaktion wuidc durch Zugabe von 35 mg 

puffer imd Detektion bei 280 nm verfolgL Nach 24 h wur- EDC gestartet und fur 2 h vorsichug geruhrt. Dies wurde 

den 81% des Proteins im hochmolekularen Bercich der noch 2 x wiederholt, da nach dieser Zeit in der GPC-Ana- 

Trennsaule gefunden und die Reaktion nach dieser Zeit ab- 5 lyse bei 280 nm kein Peptid-Peak mehr zu erkennen war, 

gebrochen. Die Reaktionsmischung wurde einer Diafiltra- d. h., eine annaherad vollstandige Umsetzung zum Kopp- 

tion mit einer 30-kD-Membran unterzogen und anschlie- lungsprodukl stattgefunden hatte. Dieses Kopplungsprodukt 

Bend lyophilisiert. Massenspektromelrische Analyse des wurde mit einer 30 kD-Membran dialiltriert und aus Pbos- 

Produktes zeigte im Mittel ein molares \ferhaltnis von HES phatpuffer-L5sung lyophilisiert. Aus den Ergebnissen einer 

zu Protein von ca. 3 : 1. 10 MALDI-Massenspektroskopie konnte auf eine 1 : 1-Stfi- 



BEISPEEL7 

Kopplung von ox-HES-130 kD an Streptokinase (SK) 



chiometrie zwischen Peptid und HES geschlossen werden. 
Beispiel 11 



15 Kopplung von hochmolekularer HES (HES- 1 30 kD) an Hu- 
[0071] 3.8 g ox-HES-130 kD wurden zusammen mit manseiumaibumin (HSA) 

35 mg Streptokinase (Sigma, Taufkirchen) in moglichst we- 

mg 50 mM Phosphatpuffer, pH 7.2, gelfist Bei Raumtempe- [0076] 9.75 g HES-130 kD wurden vollstandig in Wasser 
ratur wurden 46.5 mg EDC und 20 mg 1-Hydroxybenzotria- (6-7 ml) gelost und anschlieBend 50 mg HSA, gelost in 
zol-Hydrat (HOBt) zugegeben und Reaktion fur insgesamt 20 1 ml 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7.4), zugegeben. Die Reak- 
24 h unter leichtem Riihren gehalten. Nach Dialyse und Ge- tionsmischung wurde mit einem Magnetriihrer geruhrt Die 
friertrocknung wurden nach GPC-Analyse ca. 78% des Pro- Losung wurde dann mit NaBH 3 CN (50-70 mg) gemischt 
teins als HES-Konjugat gefunden. In der SDS-PAGE war und einigeMinuten leicht geruhrt Die Losung wurde weiter 
mit Silberfarbung eine deutliche Erhohung der molaren alle zwei Stunden furl 5 Minuten geruhrt. Danach wurde ein 
Masse der Streptokinase zu beobachten. Parallel dazu konn- 25 weiteres Aliquot von NaBH 3 CN (etwa 50 mg) zugegeben. 
ten in der hochmolekularen Bande Koblenhydrat-Struktaren Am Ende (nach fast 36 h Reaktionszeit) war eine Gesamt- 
mit der Digoxigenin-Methode eindeutig nachgewiesen wer- menge von 285 mg NaBH 3 CN eingesetzt worden. Die Lo- 
< ^ en * sung wurde dann dialysiert und lyophilisiert. Die Analyse 

erfolgte wie in Beispiel 4 beschrieben. Die Kopplungseffi- 
BEISPIEL 8 30 zienz betrug etwa 65%. 

Kopplung von ox-HES-130 kD an humanes Interleukin-2 Beispiel 12 

OL-2) 

Kopplung von niedemolekularer HES (HES-10 kD) an Hu- 
[0072] 45 mg ox-HES-130 kD wurden in 0.5 ml 50 mM 35 manserumalbumin (HSA) 

Na-Phosphat-PufFer, pH 6.5, unter leichtem Erwarmen voll- 
standig gelBst Nach Zugabe von 0.25 mg humanem (L-2 [0077] 4.5 g HES wurden vollstandig in Wasser (4-5 ml) 
(Sigma, Taufkirchen), wodurch die Losung opak wurde, gelost und dann 50 mg HSA, gelost in 1 ml 0.1 MPhosphat- 
wurde bei Raumtemperatur 4-6 h geruhrt. AnschlieBend puffer (pH 7.4), zugegeben. Als die Losung klar war, erfor- 
wurden 5 mg EDC in 4 Portionen nrit jeweils 2 h Zeitdiffc- 40 dcrlichenfalls durch ROhren mit einem Magnetriihrer be- 
renz zugegeben und uber Nacht weitergerUhrt, wobei eine wirkt, wurde NaBR, (50-70 mg) zugegeben und unter 
klare Losung entstand. Analyse mit GPC ergab ca. 65% leichtem Riihren eingemischt Die Losung wurde ohne Riih- 
Kopplungsausbeute. ren zwei Stunden lang stehengelassen und dann alle zwei 

Stunden fur 15 Minuten gerflhrt, wie bei der Reaktion mit 
BEISPIEL 9 45 hochmolekularer HES, Als die Losung keine Blasen (H 2 - 

Entwicklung) mehr zeigte, wurde ein weiteres Aliquot von 
Kopplung von ox-HES-25 kD an humanen Tumornekrose- NaBH, (etwa 50 mg) zugegeben. Am Ende war eine Ge- 
faktor a (TNFa) samtmenge von 180 mg NaBH4 eingesetzt worden. Die La- 

sung wurde dann dialysiert und lyophilisiert Die Analyse 
[0073] Zu 86 mg ox-HES-25 kD in ca. 0.4 ml O.lMPhos- 50 erfolgte mitlels Gelpermeationschromatographie (GPC), die 
phatpuffer(pH 7.0) wurden 0.3 mghTNFa (Sigma, laufkir- Ausbeute lag bei ca. 15%. 
chen) gegeben. Die trQbe Losung wurde fur ca. 2 h geruhrt 

bevor 1 mg EDC und 0.5 mg HOBt zugegeben wurden. Es BEISPIEL 13 

wurde fur ca. 6 h weitergerUhrt, wobei die Losung im Laufe 

der Reaktionszeit klar wurde. Das Kopplungsprodukt wurde 55 Kopplung von HES -40 kD an Asparaginase 

durch Ultrafiltration und Gefriertrocknung isoliert und mit- 

tels GPC und Detektion bei 280 nm analy siert. Dabei wurde [0078] 3.0 g HES-40kD wurden vollstandig in Wasser 
eine Kopplungsausbeute von annahemd 74% gefunden. (ca. 4 ml) gelSst Dazu wurde eine Losung von 80 mg Aspa- 

raginase (Sigma, Taufkirchen) in 6 ml 0.1 M Boratpuffer, 
BEISPIEL 10 60 pH 9.0, gegeben und solange geriihrt bis die Reaktionsmi- 

schung klar war. AnschlieBend wurde die Temperatur auf 
Kopplung von ox-HES-130 kD an "Glucagon-like Peptide" 37°C erhoht und nach 2 h ca. 50 mg NaBH 3 CN zugegeben. 

(GLP-1) Dieser Reaktionszyklus wurde noch 3 X wiederholt Zur 

Aufarbeitung des Produkts wurde die Reakdonsmischung 
[0074] In einem moglichst geringen Yriumen Wasser 65 gegen 0.1 M Phosphatpuffer, pH 7.4, dialysiert. Die Aus- 
wurden 7.4 g ox-HES-130 kD unter Erwarmen und leichtem beute an Kopplungsprodukt betrug ca. 61%, wobei ca. 73% 
Riihren gelost Dazu wurde eine Losung von 10 mg GLP-1 der Asparaginaseaktivitai wiedergefunden werden konnten. 
in der Amid-Form (Bachem, Schweiz) in 50 mM Phosphat- 
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BEISFIEL 14 

Kopplung von HES-130 kD an human es Interleukin-2 (ILr 
2) 

5 

[0079] 50 mg HES- 130 kD wurden vollstandig in Wasser 
(ca. 0.2 ml) gel6st. Dazu wuide cine Suspension von 
0.25 mg humancs EL-2 (Sigma, Taufkirchen) in 0.2 ml 0.1 
M Boratpuffer, pH 9.0, gegeben und solange geriihrt, bis die 
Reaktionsmischung klar war (4 h). Im Abstand von je 4 h 10 
wurden jeweils 1 mg NaBH 3 CN zugegeben und weiterge- 
riihrt. Nach weiteren 24 h Reaktionszeit wurde gegen 0.1 M 
Phosphatpuffer, pH 7.4, dialysiert und lyophilisiert Die 
Ausbeute an Kopplungsprodukt betrug nach Analyse durch 
GPCca.42%. ' i5 

BEISPTEL 15 

Kopplung von HES-130 kD an Insulin 

20 

[0080] 4.0 g HES-130 kD wurden vollstandig in Wasser 
(ca. 6 ml) gelost Dazu wurden 55 mg Insulin aus Rinder- 
pankreas (Sigma, Taufkirchen) in 7.5 ml 0.1 M Boratpuffer, 
pH 9.0, gegeben und fur ca. 24 h bei 37°C geruhrt Das Re- 
duktionsmittel NaBH 3 CN (60 mg in 30 ml) wurde Uber ei- 25 
nen Zeitraum von 8 h langsam zugetropft AnscblieSend 
wurde fur weitere 24 h geruhrt und die Reaktionsmischung 
durch Ultrafiltration (30 kD) von Salzen und nicht umge- 
setzten Reagentien befreit. Durch Lyophilisation wurde ein 
stabiles Kopplungsprodukt erb alien, Ca. 55% des eingesetz- 30 
ten Insulins wurden als HES-Konjugat wiedergefunden. 

Patentanspruche 

L Hydroxy all^lstMrke-Protein-Konj u gat, dadurch 35 
gekennzeichnet, dass die bindende Wechselwirkung 
zwischen dem Hydroxyalkylstarkemolekul und dem 
Protein auf einer kovalenten Bindung beruht, welche 
das Ergebnis einer Kopplungsreaktion zwischen (i) der 
endstandigen Aldehydgruppe oder einer aus dieser Al- 40 
dehydgruppe durch chemische Umsetzung hervorge- 
gangenen runktionellen Gruppe des Hydroxyalkylstar- 
kemolekuls und (ii) einer mit dieser Aldehydgruppe 
oder daraus hervorgegangenen funktionellen Gruppe 
des Hydroxyalkybtaikemolekuls reaktioosflhigen 45 
funktionellen Gruppe des Proteins ist, wobei die bei der 
Kopplungsreaktion unmittelbar resultierende Bindung 
gegebenenfalls durch eine weitere Reaktion zur oben 
genannten kovalenten Bindung modihziert sein kann. 

2. Hydroxyalkylstarke-Protein-Konjugat nach An- 50 
spruch 1, dadurch gekennzeichnet dass die aus der 
endstandigen Aldehydgruppe des Hydroxyalkylstfirke- 
molekuls durch chemische Umsetzung hervorgegan- 
gene funktionelle Gruppe eine der funktionellen Grup- 
pen eines bifunktionellen linkermolekills ist, mit dem 55 
die endstandige Aldehydgruppe umgesetzt wurde. 

3. Hyaroxyalkylsta^e-l^tdn-Konjugat nach An- 
spruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die reak- 
u'onsfahige funktionelle Gruppe des Proteins eine der 
funktionellen Gruppen eines bifunktionellen Linker- «> 
molekuls ist, welches an das Protein gekoppelt wurde. 

4. Hydroxyalkylstatte-Protrin-Kcojugat nach An- 
spmch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die reak- 
tionsfdhigc funktionelle Gruppe des Proteins durch re- 
kombinante Veranderung der ursprtinglichen Amino- 65 
sauresequenz in das Protein eingefuhrt wurde. 

5. Hydroxyalkylstarke-Protein-Konjugat nach An- 
spruch 1, 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dass die 
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kovalente Bindung das Ergebnis einer Kopplungsreak- 
tion zwischen einer durch selektive Oxidation der end- 
standigen Aldehydgruppe gebildeten Carboxylgruppe 
oder aktivierten Carboxylgruppe des Hydroxyalkyl- 
starkernolekiils und einer primaren Aminogruppe oder 
Thiolgruppe des Proteins ist 

6. Konjugat nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich- 
net, dass die kovalente Bindung eine Amidbindung ist, 
welche das Ergebnis einer Kopplungsreaktion zwi- 
schen einem durch selektive Oxidation der endstandi- 
gen Aldehydgruppe des HydroxyalkylstarkemolekOls 
gebildeten aktivierten Carboxylgruppe und einer pri- 
mMien Aminogruppe des Proteins ist. 

7. Konjugat nach Anspruch 1, 3 oder 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die kovalente Bindung eine Amin- 
bindung ist, welche das Ergebnis einer Kopplungsreak- 
tion zwischen der endstandigen Aldehydgruppe des 
HydroxyalkylstarkemolekOls und einer prirnaien Ami- 
nogruppe des Proteins unter Bildung einer Schiffschen 
Base und der Reduktion der SchiflFschen Base zum 
Amin ist 

8. Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Hydroxyalkylstarke- 
molekul ein Molekulargewicht im Bereich von etwa 4 
bis etwa 1000 kD aufweist 

9. Konjugat nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich- 
net, dass das HydroxyalkylstarkemolekQl ein Moleku- 
largewicht von etwa 4 bis etwa 50 kD aufweist. 

10. Konjugat nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich- 
net dass das Hydroxyalkylstarkemolekul ein Moleku- 
largewicht von etwa 70 bis etwa 1000 kD aufweist 

11. Konjugat nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Hydroxyalkylstarkemolekul ein Mo- 
lekulargewicht von etwa 1 30 kD aufweist 

12. Konjugat nach einem der AnsprOche 1 bis 11, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Hydroxyalkylstarke- 
molekul einen Substitutionsgrad von etwa 0,3 bis etwa 
0,7 aufweist 

13. Konjugat nach einem der AnsprOche 1 bis 12, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Hydroxyalkylstarke- 
molekul ein \ferhaltnis der Cz" zu (^-Substitution von 
8 bis 12 aufweist 

14. Konjugat nach einem der AnsprOche 1 bis 13, da- 
durch gekennzeichnet dass das Hydroxyalkylstarke- 
molekul ein Hydroxyethylstarkemolekul ist 

15. Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 14, da- 
durch gekennzeichnet dass das Protein eine regulatori- 
sche oder katalytische Funktion, eine Signalvermitt- 
lungs- oder TVansportfunktion oder eine Funktion bei 
der Immunreaktion oder Ausltisung einer Immunreak- 
tion besitzt. 

16. Konjugat nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Protein aus der Gruppe aus Enzy- 
men, Antikdrpem, Antigenen, TVansportproteinen, 
Bioadhasionsproteinen, Hormonen und Prohormonen, 
Wachstumsfaktoren und Wachstumsfaktor-Rezeptoren, 
Cytokinen, Rezeptoren, Suppressoren, Aktivatoren, In- 
hibitoren oder einem funktionellen Derivat oder Frag- 
ment davon ausgewahlt ist 

17. Konjugat nach Anspruch 15 oder 16, dadurch ge- 
kennzeichnet dass das Protein a-, p- oder f Interferon, 
ein Interleukin, ein Serumprotein, z. B. Albumin oder 
ein Gerinnungsfaktor, Eiythropoietin, Myoglobin, Ha- 
moglobin, ein Plasminogenaktivator, BOGF, BDGF, 
EGF, FGF, NGF, PDGF, BDNF, CNTF, TGF-a, TGF- 
P, ein Kolonie-stimulierendex Faktor, ein BMP, Soma- 
tomedin, Somatotropin, Somatostatin, Insulin, Gona- 
dotropin, OrMSH, Triptorelin, Prolactin, Calcitonin, 
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Glucagon, ein Glucagon- ahnliches Peptid, z. B. GLP-1 
odcr GLP-2, Exendin, Leptin, Gastrin, Secretin, ein In- 
tegrin, ein HypoUmlamushormon, 2. B. ein ADH, Oxy- 
tocin, ein Liberin oder Statin, ein Schilddrusenhormon, 
2. B. Thyroxin, Thyrotropin, Thyroliberin, ein Wachs- 5 
tumshormon, z. B. Human- Wachstumshormon, LH, 
FSH, ein Pigmenmormon, TNF-a oder TNF-p, Hiru- 
din, ein Lipoprotein oder Apo-Iipoprotein, z. B. Apo- 
B, Apo-R, Apo-Lj, ein Oligolyan-Protein, ein RGD- 
Protein, ein Lektin oder Ricin, Bienengifl oder ein 10 
Schlangengift, ein Irnmunotoxin, Ragweed-Allergen, 
Antigen E, ein Immunglobulin, oder ein Rezeptor fur 
eines dieser Proteine oder ein funktionetles Derivat 
oder Fragment eines dieser Proteine oder Rezeptoren 
ist IS 

18. Konjugat nach Anspruch 15 oder 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Protein ein Enzym ist, welches 
aus einer Asparaginase, Arginase, Arginindeaminase, 
Adenosindeaminase, Glutaminase, Glutaminase-Aspa- 
raginase, Phenylalaninammoniumlyase, Tryptopha- 20 
nase, Tyrosinase, Superoxiddismutase, Bndotoxinase, 
Catalase, Peroxidase, Kallikrein, Trypsin, Chymotryp- 
sin, Elastase, Thermolysin, einer Lipase, Uricase, Ade- 
nosjndiphosphatasc, Purinnukleosidpbosphorylase, Bi- 
liiubinoxidase, Glucoseoxidase, Glucodase, Gluconat- 25 
oxidase, Galaktosidase, Glucocerebrosidase, Glucuro- 
nidase, Hyaluronidase, Gewebefaktor, einem Gewebe- 
plasrninogenaktivator, Streptokinase, Urokinase, einer 
MAP-Kinase, DNAse, RNAse, Lactoferrin, und funk- 
tionellen Derivaten oder Fragmenten davon ausge- 30 
wahlt ist 

19. Pharmazeutiscbe Zusammensetzung, umfassend 
eine wirksame Menge eines Konjugats nach einem der 
Anspriiche 1 bis 18 sowie einen pharmazeutisch an- 
nehmbaren Trager und gegebenenfalls weitere Hilfs- 35 
und Wirkstoffe. 

20. Verwendung eines Konjugats nach einem der An- 
spriiche 1 bis 18 oder einer Zusammensetzung nach 
Anspruch 19 zur therapeutischen oder praventiven Be- 
handlung von Menschen oder Heren. 40 

21. Verfahren zur Herstellung eines Hydroxy alkyl- 
starke-Protein-Konjugats nach einem der Anspriiche 1 
bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass in waBriger Lo- 
sung eine Kopplungsreaktion zwiscben der endstSndi- 
gen Aldehydgruppe oder einer aus dieser Aldehyd- 45 
gruppe durch chemische Umsetzung hervaigegange- 
nen funktionellen Gruppe des Hydroxyalkyistarkemo- 
lekuls und einer mit dieser Aldehydgruppe oder daraus 
hervorgegangenen funktionellen Gruppe des Hydroxy- 
alkylstarkemolekiSls reaktionsfahigen funktionellen 50 
Gruppe des Proteins durchgcfQhrt wird und die bei der 
Kopplungsreaktion unmittelbar resultierende Bindung 
gegebenenfalls durch eine weitere Reaktion modifiziert 
wird. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekenn- 55 
zeichnet, dass das Reaktionsmedium der Kopplungsre- 
aktion Wasser oder eine Mischung aus Wasser und ei- 
nem orgamschen Losungsmittel ist, wobei der Wasser- 
anteil der Mischung mindestens 80% betragt 

23. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, dadurch ge- «> 
kennzeichnet, dass die endsuuidige Aldehydgruppe des 
Hydroxyalkylsta^emoiekuls durch selective Oxida- 
tion in die entsprechende Carboxylfunktionalitat iiber- 
fuhrt und diese anschlieBend unter Aktivierungsbedin- 
gungen in waBriger Losung mit einer fteien Amino- « 
gruppe des Proteins umgesetzt wird, so dass das Hy- 
droxyalkylstarkemolekiil durch eine Amidbindung an 
das Protein gebunden wird. 
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24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die selektive Oxidation der Aldehyd- 
gruppe mit lod oder Metallionen in waBriger basischer 
Losung durchgefUhrt wird. 

25. Verfahren nach Anspruch 23 oder 24, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Kopplungsreaktion in Gegen- 
wart eines Carbodiimids durcbgeruhrt wird. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Carbodiimid l-(3-Dirnemylamino- 
propyl)-3-emyicarbodiimid (EDC) ist 

27. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die endstSndige Aldehydgruppe des 
Hydroxy alky lstarkemolekiils mit einer freien Amino- 
gmppe des Proteins unter Bildung einer SchifFschen 
Base gekoppelt wird und die gebildete Schiffsche Base 
zum Amin reduziert wird, so dass das Hydroxyalkyl- 
stMrkemolektil durch eine Aminbindung an das Protein 
gebunden wird. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sowohl Kopplung als auch Reduktion in 
waBriger Losung stattfinden. 

29. Verfahren nach Anspiuche 27 oder 28, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Reduktionsmittel Natriumbor- 
hydrid, Natriumcyanoborhydrid oder ein organischer 
Borkomplex ist 

30. Verfahren nach einem der Anspriiche 27 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Kopplungs- und Re- 
duktionsreaktionen gleichzeitig durchgefuhrt werden. 

31. Verfahren zur Herstellung von selektiv an der endr 
standigen Aldehydgruppe oxidierter Hydroxyalkyl- 
starke, dadurch gekennzeichnet, dass die Hydroxyal- 
kylstarke in einem MoLverbaitnis von lod zu HAS von 
2 : 1 bis 20 : 1 in wSBriger basischer Losung umgesetzt 
wild. 

32. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Moiverhaltnis von lod zu HAS etwa 
5 : 1 bis 6 : 1 betragt 

33. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass 

a) eine Menge von Hydroxyalkylstarke in war- 
mem desuUiertem Wasser gelttst wird und etwas 
weniger als 1 Molaquivalent waBriger Iodlosung 
zugegeben wird, 

b) NaOH-LSsung in einer molaren Konzentra- 
tion, die etwa das 5-15fache der Iodlosung be- 
tragt, langsam tropfenweise in Abstanden von 
mehreren Minuten der Reaktionslosung zugege- 
ben wird, bis die Losung nach der Zugabe be- 
ginnt, wieder klar zu werden, 

c) emeut etwas weniger als 1 Molaquivalent waB- 
riger Iodlosung der Reaktionslosung zugegeben 
wird, 

d) das Zutropfen der NaOH-Losung wieder auf- 
genommen wird, 

e) die Schritte b) bis d) solange wiederholt wer- 
den, bis etwa 5,5-6 Molaquivalente Iodlosung 
und 11-12 MolSqirivalente NaOH-L6sung, bezo- 
gen auf die Hydroxyalkylstarke, zugegeben wor- 
den sind, 

f) die Reaktion dann abgebrocben und die Reak- 
tionsldsung entsalzt und einer Kationenaustausch- 
chromatographie unterworfen und das Reaktion s- 
produkt durch Lyophilisierung gewonnen wird. 

34. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es sich bei der waBrigen IodlBsung urn 
eine etwa 0,05-0,5 N Iodlosung handelt 

35. Verfahren nach Anspruch 33 oder 34, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die molare Konzentration der 
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NaOH-Ldsung etwa das 1 Of ache der Iodlosung betragt 
36. Verfahren zur Hersteilung von selekti v an der end- 
standigen Aldehydgnippe oxidierter Hydroxy alkyl- 
starke, dadurch gekcnnzcicbnet, dass die HAS in waB- 
riger alkali scher Ldsung rait ein em molarcn tJberschuB 5 
an stabiliserten Metallionen, ausgewahlt aus Ci^^-Io- 
nen und Ag + -Ionen, oxidiert wird. 
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